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不 同 牛奶 体 细胞 数 下 牛奶 体 细胞 分 型 及 奶牛 泌乳 性 能 变化 
TO 悦 ! 蒋 林 树 ” 熊本 海 ” 
(1. 北 京 农 学 院 动 物 科 学 技术 学 院 ， 奶 牛 营 养 学 北京 市 重点 实验 室 , 北京 102206; 2. 中 国 农 


Pee 


业 科 学 院 北 京 畜 牧 兽医 研究 所 ， 北 京 100193) 


摘 要 : 本 试验 旨 在 通过 研究 不 同 牛奶 体 细胞 数 〈SCC) 下 牛奶 体 细胞 分 型 特点 ， 进 而 评估 
奶牛 泌乳 性 能 。 选 择 102 头 荷 斯 坦 奶 牛 进行 牛奶 样品 采集 ， 检 测 SCC、 产 奶 量 和 乳 成 分 。 


根据 SCC 检测 结果 将 这 102 份 牛奶 样品 分 为 3 组 ， 低 SCC 组 (SCC<100 000 个 /mL) ~ 


Sy 


等 SCC 组 (SCC W 100 000~400 000 个 /mL) 和 高 SCC 组 (SCC>400 000 个 /mL) 。 通 过 流 


= 


TRA LAT AE AE m FA AAR HEAT aeRO A EA i EA E PE 


(PMN) 的 比例 。 采 用 标准 平板 计 菌 法 对 菌落 总 数 进行 计数 ， 并 通过 细菌 学 检查 对 牛奶 样 


品 中 的 细菌 进行 分 类 鉴定 。 结 果 表 明 : 1) 在 SCC<100 000 个 /mL 范围 内 ，SCC 在 13 000~76 


ry 


000 个 /mL 时 ， 淋 巴 细胞 比例 为 89.43% ， 是 健康 乳腺 中 的 主要 细胞 群体 ， 当 SCC 增加 到 76 


000~100 000 个 /mL AY, PMN 比例 极 显 著 增 加 CP<0.01) ， 达 到 79.68%， 成 为 乳腺 内 主要 


细胞 群体 ， 表 明 早 期 炎症 已 经 开始 发 生 。SCC>200 000 个 /mL I, PMN 比例 与 SCC 成 正 相 


关 ; 淋巴 细胞 比例 与 SCC 呈 负 相关 ; 巨星 细胞 比例 与 SCC 无 明显 相关 性 。2) 鉴别 出 的 主 


要 病原 体 有 金黄 色 和 葡萄 球菌 、 凝 固 酶 阴性 葡萄 球菌 《CNS ) 、 无 乳 链球 菌 等 ， 次 要 病原 体 有 


绿 脓 杆 菌 、 芽 孢 杆菌 、 乳 酸 乳 球菌 等 。 主 要 病原 体 组 的 牛奶 样品 中 PMN 比例 (48.93%) 极 


+ 


显著 高 于 无 病原 体 组 (17.23%) (P<0.01) ， 显 著 高 于 次 要 病原 体 组 (P<0.05) . 3) 细菌 


培养 阳性 的 牛奶 样品 中 ， 感 染 传染 型 病原 体 的 奶牛 ， 产 奶 量 显著 下 降 CP<0.05) ， 栈 蛋白 / 


乳 蛋 白 及 乳糖 含量 显著 减少 (P<0.05) ; 在 细菌 培养 阴性 牛奶 样品 中 ,中 等 SCC (10 000~40 


4 be 


KI 


000 个 /mL) 和 高 SCC (SCC>40 000 个 /mL ) FAE m HS BR AS ALS E 


氏 CP<0.05) ， 高 SCC 牛奶 样品 中 观察 到 乳 和 蛋白 含量 显著 降低 CP<0.05) 。 由 此 可 见 ， 体 
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胞 分 型 可 用 于 对 奶牛 乳腺 健康 状况 做 出 更 详细 分 析 ， 特 别 是 在 低 SCC 的 牛奶 中 更 早 地 识 
别 炎症 起 始 发 生 。 乳 腺 早期 炎症 反应 的 发 生 明 显 低 于 目前 公认 的 健康 乳腺 牛奶 SCC RE 


(<100 000 个 /mL) ， 并 且 CNS 可 能 是 诱发 早期 乳腺 炎症 的 潜在 病原 体 。 细 菌 培 养 阴性 样 


品 中 ， 炎 症 导致 高 SCC 牛奶 中 酷 蛋 白 / 乳 蛋白 和 乳糖 含量 的 显著 降低 。 


关键 词 : 奶牛 ;， 体 细胞 数 ， 体 细胞 分 型 ; 


中 图 分 类 号 : S823 


对 于 奶牛 乳腺 炎症 ， 特 别 是 亚 临床 乳腺 炎 的 诊断 通常 是 基于 体 细胞 数 〈SCC) 和 细菌 


乳腺 健康 


学 检查 。 


的 蔡 代 方法 ， 检 测 快速 ， 但 费用 昂贵 目 。 


己 有 大 量 文献 对 


SCC 是 基于 牛奶 中 细胞 总 数量 对 炎症 进行 度量 。 细 菌 学 检查 虽然 可 以 指出 感染 的 


区 分 感染 和 未 感染 乳腺 的 几 种 不 同 


SCC 临界 值 进行 了 评估 和 讨论 握 。 欧 盟 规定 奶牛 健康 乳腺 的 SCC<200 000 个 /mL， 而 德国 兽 


医 协会 (DVG) 建议 将 SCC BIEL ZEA 100 000 个 /mLB4。 我 国 的 生 鲜 奶 收 奶 标 准 为 SCC<400 


000 个 /mL 鳄 。 不 同 的 地 域 环境 、 自 然 气候 对 SCC 影响 较 大 ， 且 SCC 会 因 哺 乳 期 的 状况 、 年 


龄 、 挤 奶 的 时 间 和 频率 ， 特 别 是 乳腺 感染 状态 而 随时 发 生变 化 外。 因此 ， 需 要 更 为 敏感 的 炎 


牛乳 腺 炎症 中 的 优势 。Loken 等 四 研究 表 


症 指示 物 来 加 强 奶 牛 场 乳 腺 炎 的 管理 最近 有 几 项 研究 揭 


奶牛 乳腺 的 实际 健康 状况 进行 更 详细 的 


述 。 在 乳腺 中 ， 


示 了 鉴别 牛奶 中 免疫 细胞 在 诊断 奶 


HA, 除了 SCC 的 确定 外 ， 体 细胞 的 分 型 更 有 利于 对 


乳 免 疫 细胞 的 数量 和 分 布 在 乳腺 内 


的 炎症 反应 中 起 重要 作用 。 淋巴 细胞 调节 免疫 反应 的 诱导 和 抑制 , 通过 入 侵 病原 体 的 特异 性 


生物 膜 受 体 识别 抗原 。 巨 哈 细 胞 能 够 摄取 


胞 (PMN) 的 主要 任务 是 在 急性 炎症 过 程 开始 时 抵御 入 侵 细 菌 。 然 而 每 种 细胞 类 型 的 比例 


ME 、 细 胞 碎片 和 残留 乳 成 分 。 多 形 核 嗜 中 性 白 细 


随 炎症 程度 不 同 变化 很 大 。Auldist 等 &9] 研 究 表明 ， 在 健康 牛奶 中 ， 巨 噬 细 胞 是 主要 的 细胞 


类 型 , 淋巴 细胞 是 健康 乳腺 内 的 主要 细胞 群体 。 不 同 的 细 


成 一 定 的 影响 。 Bannerman 等 09 研 究 了 不 同 病 原 体感 染 以 及 不 同感 染 过 程 中 的 细胞 模式 。 结 


萄 球菌 (Staphylococcus aureus) 为 主 的 病原 体 引 起 的 急性 炎症 乳腺 中 ， 


RH, UERGE 


胞 分 型 技术 对 体 细胞 分 型 结果 会 千 


PMN 是 主要 的 细胞 类 型 ， 占 乳腺 总 白细胞 总 数 的 90% 。 相 比 之 下 ， 在 由 凝固 酶 阴性 葡萄 球 


fel (CNS) 引起 的 慢性 乳腺 炎 中 ，PMN 数量 


至 低 于 未 感染 乳 区 ， 而 巨星 细胞 数量 较 高 。 


乳腺 健康 程度 与 泌乳 性 能 有 密切 联系 , 不 同 的 病原 体 在 乳腺 中 引起 不 同 的 免疫 应 答 。 根据 病 
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因 , 在 SCC 变化 趋势 和 乳 成 分 中 都 能 观察 到 明显 差异 。 尽 管 有 关 SCC 与 乳 成 分 间 关 联 的 文 
献 很 丰富 ， 但 很 少 有 研究 涉及 乳腺 炎 特定 病原 体 与 乳 成 分 变化 之 间 的 关系 。 因 此 ， 本 试验 通 
过 研究 不 同 牛 奶 SCC 下 和 牛奶 体 细胞 分 型 特点 ， 进 而 对 奶牛 乳腺 健康 状况 以 及 奶牛 泌乳 性 能 
做 出 更 详细 的 评估 。 


1 材料 与 方法 
Ll 试验 动物 与 样品 采信 

本 试验 采用 的 牛奶 样品 采集 自 北京 诚 远 盛 隆 养殖 有 限 责任 公司 的 荷 斯 坦 奶牛 ,排除 具有 
明显 临床 症状 的 奶牛 (例如 子宫 炎 、 临 床 乳腺 炎 、 腹 部 置换 、 子 宫 脱 垂 、 乳 热 、 临 床 酮 症 


amr 


nat 
o 


选择 102 SK PN ERE tar TS Wo [AA O23 胎 ) . WFLA (152427) d、 产 奶 量 (27+ 
3) kg/d]， 收 集 牛 奶 样品 。 收 集 时 间 为 2017 年 6 月 5 日， 共 挤 奶 2 次 , 分 别 为 08:00 和 19: 


00。 采 集 牛 奶 样 品 前 ， 对 乳腺 外 部 进行 药 浴 消 毒 ， 用 单独 的 毛巾 探 拭 清洗 ， 然 后 再 次 用 酒精 
Ave. FAK 3 把 奶 后 ， 将 约 50 mL 来 自 每 头 奶牛 4 个 乳 区 的 牛奶 样品 混合 收集 在 无 菌 管 


N 中 ， 随 后 将 牛奶 样品 分 装 成 3 个 子 样品 ,分 别 用 于 牛奶 体 细胞 分 型 、 细 菌 学 检查 及 乳 成 分 检 
CO 测 ， 最 后 将 所 有 样品 储存 于 _80 °C 冰箱 中 。 


1.2 ”试验 材料 


1.2.1 主要 仪器 


流 式 细 胞 仪 (NovoCyte 3130， 美 国 ACEA 公司 ) ; 微量 加 样 器 和 加 样 头 ; 流 式 上 样 管 ; 


= 15 mL 离心 管 ， 离 心机 ， 乳 成 分 分 析 仪 〈Fossomatic 5000, Milkoscan FT6000, F}Æ FOSS 
公司 ); 恒温 培养 箱 [(36+1) °C. (3041) °C]; 冰箱 (-80 °C. 2~5 °C); 和 恒温 水 浴 锅 [(46+1) °C]; 


电子 天 平 (精度 0.01 g) ;微量 移 液 器 ; 无 菌 锥 形 瓶 〈250 和 500 mL) ;无 菌 培养 下 《直径 


90mm) ; pH 计 (精度 0.01) ; 菌落 计数 器 。 


1.2.2 ”主要 试剂 


体 细胞 分 型 检测 所 用 试剂 : Anti-CD11b 抗体 “货号: ab75476) ; Anti-CD14 抗体 [Tuk4] 


(货号 : ab27545) ; Anti-mouse IgG (H+L), F(ab')2 Fragment (Alexa Fluor® 488 Conjugate); 


Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab')2 Fragment (Alexa Fluor® 647 Conjugate)。 细 菌 分 离 鉴 定 所 用 试 


剂 : HRS AK 酵母 浸 膏 ; 葡萄 糖 ; 琼脂 ; 蒸馏 水 ; 食盐 。 


1.3 测定 指标 与 方法 
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1.3.1 牛奶 SCC 及 乳 成 分 


使 用 乳 成 分 分 析 仪 “Fossomatic 5000， 丹 麦 FOSS 公司 ) 测定 SCC。 使 用 乳 成 分 分 析 仪 


(Milkoscan FT6000， 丹 麦 FOSS 公司 ) 在 24h 内 测定 乳脂 、 乳 有 蛋白、 乳糖 、 栈 蛋白 和 尿素 


氮 含 量 ， 采 用 脱脂 乳 通过 反 相 -高 效 液 相 色 谱 (RP-HPLC) 法 测定 乳 蛋 白 组 分 含量 4。 


1.3.2 ”牛奶 体 细胞 分 型 
使 用 流 式 细 胞 仪 进行 体 细胞 分 型 。 取 14 mL 的 牛奶 加 入 15 mL 的 离心 管 中 ; 690Xg B 


心 10 min。 离 心 后 ， 去 掉 上 层 的 乳脂 ， 然 后 弃 掉 上 清 。 在 离心 管 底 加 入 1 mL 的 磷酸 盐 组 ; 


液 (PBS) ， 转 移 到 新 的 15 mL 离心 管 中 ， 并 在 离心 管 中 加 10 mL PBS, W4, 690X¢g 离心 


Iml) 


10 min， 弃 掉 上 清 ; 重复 3 次 。 细 胞 


县 在 1 mL 的 PBS 中 。 取 400 uL 细胞 悬 液 于 SmL 流 


式 管 1 中 , 进行 细胞 计数 。 取 100 uL 细胞 悬 液 于 5 mL 流 式 管 2 中 ,加 入 10 uL NECI), 


进行 活性 检测 [2 。 


1.3.3 ”牛奶 菌落 总 数 测定 


分 别称 取 5.0 g REG AUR. 2.5 g ERZE 1.0 g 葡萄 糖 和 15 g 琼脂 ， 溶 于 1000 mL Z% 


饮水 中 ， 调 节 pH 至 7.0+0.2， 煮 沸 洲 解 ， 分 装 于 锥 形 瓶 中 ，121 °C 高 压 蒸 汽 灭 菌 15 min， 用 


以 制备 琼脂 培养 基 。 称 取 8.5 g 食盐 , WF 1000 mL 蒸馏 水 中 ，121 "C 高 压 蒸 汽 灭 菌 15min, 


用 以 制备 无 菌 生理 盐水 。 用 无 菌 微量 移 液 器 吸取 1 mL 牛奶 样品 置 于 盛 有 9 mL 无 菌 生理 盐 


水 试管 中 ， 充 分 混 匀 ， 制 成 1:10 的 样品 匀 液 。 用 微量 移 液 枪 吸取 1 mL 1:10 的 样品 勾 液 ， 组 


慢 注 入 盛 有 9 mL 的 无 菌 生理 盐水 的 无 菌 试管 中 ， 振 荡 混 色 ， 制 成 1:100 的 样品 匀 液 。 按 此 


方法 ， 制 备 10 倍 系列 稀释 样品 匀 液 ， 共 制备 4 个 稀释 梯度 ， 分 别 为 1:10、1:100、1:1 000、 
1:10 000。 在 制备 10 倍 北 增 稀释 液 时 ， 吸 取 500 uL 样品 匀 液 于 无 菌 琼脂 平 幅 内， 每 个 稀释 


梯度 做 2 AP OL. FAS, SARE 500 pL 空白 稀释 液 加 入 2 个 无 菌 琼脂 平 四 内 作为 空白 对 


照 。 待 琼脂 平板 冷却 凝固 后 ， 将 平板 翻转 并 封口 ， 在 恒温 培养 箱 (36+1) 培养 48 hi3, 


参照 GB 4789.2-2010《 食 品 安全 国家 标准 食品 微生物 学 检验 菌落 总 数 测定 》 统 计 菌 落 总 数 ， 


菌落 总 数 的 计算 公式 为 : 


2C | 


(n+0.1xn2)xd 


之 


| 
` 


式 中 : N 为 菌落 总 数 〈 个 ) ; C 为 每 个 稀释 度 的 菌落 数 〈 个 ) ; 7 为 每 个 稀释 度 的 3 


UK? 


胞 数 范围 


<100 000 


100 000~400 000 


>400 000 


次 数 ，4 为 稀释 因子 (第 1 稀释 度 ) 。 
1.3.4 ”牛奶 细菌 学 检查 
将 每 个 牛奶 样品 10 pL 涂 布 到 含有 


5%% 脱 纤维 蛋白 绵羊 


液 的 


(3741) 


SEME, FO ABA. PARRE, TAMAN 


性 和 溶血 模式 。 革 兰 阳 性 细 


的 凝固 酶 试管 
亚 甲 基 蓝 琼脂 上 的 生长 特征 鉴定 革 兰 氏 阴性 


JF 


KAH, 


1.4 iT 


EDELE SA AE 52 a A E R AER a o EH Sa 


XE a ERA CNS. EAER AA E BR OLB HS A ZL. 


琼脂 上 。 将 平板 在 


°C 下 有 和 氧 培 养 并 在 24 和 48 h 后 检查 。 根 据 国家 乳腺 炎 委 员 会 指南 (NMC, 1999) 


和 凝固 酶 反应 、 氧 化 酶 反应 、 生 化 特 


浆 中 


统计 分 析 ， 计 算 Pearson 相关 系数 Cr) 。 使 


SCC、 亚 临床 乳腺 炎 特 异性 病原 体 以 及 乳 成 分 之 间 


的 关联 。 使 用 one-way ANOVE 法 进行 单 


使 用 Excel 2007 对 初始 数据 进行 整理 和 可 视 化 。 使 用 graPhPad Prism 6.01 进行 图 表 数 据 


SAS 9.2 中 的 MIXED 程序 分 析 体 细胞 分 型 与 


因素 方差 分 析 ， 试 用 Duncan 氏 法 进行 平均 值 的 多 重 比较 ，P<0.05 为 差异 显著; 


P<0.01 为 差异 极 显著 判定 标准 。 


2 结果 与 分 析 
牛奶 中 的 SCC 及 体 细 胞 分 型 


2.1 


由 表 1 和 表 2 可 知 ，102 份 牛奶 样品 中 ，SCC 的 平均 值 为 351 720 个 /mL， 


牛奶 样品 SCC<100 000 ^/mL, 划分 为 低 SCC 组 ; 有 28 份 牛 奶 样品 SCC 在 100 


个 /mL， 为 中 等 SCC 4H; 有 30 份 牛奶 样品 SCC>400 000 个 /mL， 为 高 SCC 组 。 


由 定 标 准 ， 


其 中 有 44 份 


000~400 000 


由 表 2 可 知 ， 


在 102 份 牛 奶 样品 中 ， 和 牛奶 SCC 为 13 000~1 024 000 个 /mL， 其 中 PMN 的 比例 在 


4.48%~87.29%[ (39.76+32.44) %] 变 化 ; 淋巴 细胞 比例 在 3.37%~91.07%[ (48.50+23.39) %] 


变化 ; 巨 唉 细胞 比例 在 2.37%~55.71%[ 〈21.74+12.07) %] 变 化 。 
表 1 牛奶 样品 中 的 SCC 
Table 1 SCC in milk samples (n=102) 个 /mL 

SCC range 样品 个 数 Sample No. 平均 值 Mean 标准 差 SD 最 大 值 Maximum 最 小 值 Minimum 

44 70 850 37 930 100 000 13 000 

28 233 360 74 640 386 000 101 000 

30 732 280 188 610 1 024 000 415 000 

表 2 牛奶 样品 中 体 细胞 类 型 分 布 


201812.00508v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


Table 2 Distribution of somatic cell types in milk samples (n=102) 


项 目 


Items 


平均 值 Mean 
标准 差 SD 

最 小 值 Minimum 
最 大 值 Maximum 


体 细 胞 分 型 somatic cell types/% 


体 细胞 数 SCC/( 个 


/mL) 


351 720 
1 067 670 
13 000 
1 024 000 


多 形 核 嗜 中 性 淋巴 细胞 巨 噬 细 胞 
白细胞 PMN Lymphocyte Macrophage 
39.76 48.50 21.74 
32.44 23.39 12.07 
4.48 3.37 2:37. 
87.29 91.07 55.71 


在 体 细胞 群体 中 存在 广泛 的 细胞 变异 ， 特 别 是 淋巴 细胞 和 PMN。 因 此 ， 试 验 分 析 了 体 


细胞 分 型 与 SCC 的 相关 性 。 由 图 1-a 可 知 ，SCC<200 000 个 /mL FY, PMN 比例 较 低 ， 仅 为 


27.4%， 随 SCC 的 增加 PMN 比例 显著 增加 ， 当 SCC>400 000 时 ，PMN 比例 高 达 87.29%, 


胞 群体 ， 比 例 高 达 91.07%， 随 SCC 的 增加 淋巴 细胞 比例 显著 减少 ; 由 图 1-c ATA, Eee 


是 炎症 牛奶 样品 中 的 主要 细胞 群体 ; 


1-b 可 知 ， 当 SCC<200 000， 淋 巴 细胞 为 主要 的 细 


胞 的 比例 在 2.37%~55.71%, FF ABE SCC 的 增加 ， 巨 叭 细胞 比例 并 没有 出 现 与 SCC AR 


强 的 相关 性 (y=-0.167 2, P>0.05) 。 
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图 1 牛奶 样品 中 多 形 核 嗜 中 性 和 白细胞 (a) 、 淋 巴 细胞 (b) KERA Cc) 的 比例 


Fig.l The ratios of PMN (a), lymphocyte (b) and macrophage (c) in milk samples (n=102) 


为 了 测试 奶牛 健康 乳腺 内 免疫 学 状态 是 否 有 统计 学 差异 ， 将 所 有 SCC<100 000 个 /mL 


的 牛奶 样品 根据 SCC 分 为 4 组 ，I 组 SCC 为 13 000~34 000 个 /mL, 共 9 个 样品 ,了 [组 SCC 


为 34 000~55 000 个 /mL， 共 11 个 样品 ;II 组 SCC 为 55 000~76 000 个 /mL， 共 10 个 样品 ; 


IV 组 SCC 为 76 000~100 000 个 /mL， 共 14 个 样品 。 


由 图 2 可 知 , 在 健康 乳腺 内 ， 随 着 牛奶 SCC 升 高 ,淋巴 细胞 比例 降低 ，PMN 比例 升 高 。 


I 一 HI 组 淋巴 细胞 比例 (59.35%~81.26% ) 极 显著 高 于 区 组 (22.17%) (P<0.01) 。4 组 之 


间 巨 唉 细胞 比例 无 显著 差异 19.15% ~32.13%) (P>0.05) 。 了 ~ 组 的 PMN 比例 


(19.17%~31.22% ) 差异 并 不 显著 CP>0.05) ， 但 均 极 显著 低 于 IV 组 (82.68% ) (P<0.01) 。 


201812.00508v1 


chinaXiv 


(%) SERS Sate 


Propotion of each cell population (%) 


NS 
Ns| 
NS 
100 > 
| aes! NS | 
80 | NS 
NS 
60 NS 
- NS 
40 
20 
0 
淋巴 细胞 E mHE 
Lymphocytes Macrophages 
I O SCC(13,000~34,000cells/mL) I 
M Æ SCC(55,000~76,000cells/mL) IV 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


| 


E SCC(34,000~55,000cells/mL) 
E SCC(76,000~100,000cells/mL) 


PMN 


*** 表 示 差 异 极 显著 (P<0.01) ;* 表 示 差 异 显著 (P<0.05) :NS 表示 差异 不 显著 (P>0.05) 。 下 图 同 。 


*** indicated significant difference (P<0.01); * indicated significant difference (P<0.05) ; NS indicated 


no significant difference (P>0.05) . The same as below. 


图 2 健康 乳腺 牛奶 SCC 范围 (<100 000 个 /mL ) 内 体 细 胞 分 型 的 比较 


Fig.2 Comparison of differential cell counts within the SCC range of healthy mammary glands (SCC<100 000 


cells/mL) 


2.2 牛奶 中 的 菌落 总 数 及 细菌 种 类 


由 表 3 可 知 ， 牛 奶 样品 中 的 不 同 SCC 之 间 ， 菌 落 总 数 差 异 较 大 。SCC<100 000 个 /mL 


的 牛奶 样品 中 ， 菌 落 总 数 只 有 8.08x104CFU/mL; 在 100 000~400 000 个 /mL 的 牛奶 样品 ， 


其 菌落 总 数 达 到 46.04x104CFU/mL; 当 SCC>400 000 个 /mL 时 ， 菌 落 总 数 急剧 上 升 ， 已 高 


达 94.95x104CFU/mL。 但 各 SCC 牛奶 样品 的 菌落 总 数 各 均 在 正常 范围 内 。 


试验 检测 的 102 份 牛 奶 样品 中 ， 有 13.72% 的 样品 为 细菌 培养 阴性 ，83.34% 为 培养 阳性 


证 


J3 个 样品 受到 污染 。 根据 引起 奶牛 乳腺 炎 病 原 体 的 传播 特点 ,将 分 离 鉴定 的 细菌 分 类 为 伟 


染 型 、 环 境 型 和 机 会 型 病原 体 。 由 表 4 可 知 ， 在 培养 阳性 的 牛奶 样品 中 ， 分 离 出 的 机 会 型 病 


原 体 为 CNS 〈 占 总 样品 的 34.32%， 占 培养 阳性 样品 的 39.77%) 。 而 感染 CNS 的 牛奶 样品 


中 平均 SCC 为 71 850 个 /mL; 分 离 出 的 传染 型 病原 体 〈 占 总 样品 的 27.45%， 占 培养 阳性 样 


品 的 31.81%) 中 金黄 色 葡 萄 球菌 和 无 乳 链 球菌 Streptococcus agalactiae) 是 最 主要 的 病原 


体 ， 感 染 传染 型 病原 


21.57%; 占 培 养 P 


性 


aeruginosa )、 肺 炎 克 雷 伯 菌 


本 的 牛奶 样品 习 


( Klebsiella spp.) S 芽孢 杆菌 


Et) SCC 为 824 280 个 /mL 。 环 境 型 病原 体 〈 占 总 样品 的 


“Ein A 25.00% ) 包括 变形 菌 属 (Proteus spp.) ~ HKI E (Pseudomonas 


(Escherichia 


(Bacillus spp.) ~ Kia At al 


coli) 、 乳 酸 乳 球菌 (Lactococcus lactis) 等 ， 环 境 型 病原 体 平均 SCC 为 338 670 个 /mL 。 
表 3 牛奶 样品 中 的 菌落 总 数 
Table 3 Total number of colonies in milk samples (n=102) 
体 细 胞 数 范围 SCC range/( 个 /mL) 菌落 总 数 Total number of bacteria/ (x104 CFU/mL) 
<100 000 8.08 
100 000~400 000 46.04 
>400 000 94.95 
表 4 牛奶 样品 中 的 细菌 鉴定 及 分 类 
Table 4 Identification and classification of bacteria in milk samples 
数量 平均 体 细胞 数 Mean of 
MH Items 比例 Ratio/% 
Numbers SCC/ (个 /mL) 
传染 型 Contagious 28 27.45(31.81) 
金黄 色 葡 萄 球菌 Staphylococcus aureus 12 11.76(13.64) 
无 乳 链球 菌 Streptococcus agalactiae 9 8.82(10.22) 
金黄 色 葡 萄 球菌 + 乳酸 链球 菌 Staphylococcus 
3 2.94(3.41) 
aureus+Streptococcus dysgalactiae 
3 See Age ee 824 280 
金黄 色 葡 萄 球菌 + 无 乳 链球 菌 Staphylococcus 
2 1.96(2.27) 
dureus+Streptococcus agalactiae 
金黄 色 葡 萄 球菌 + 肠 球 属 菌 Staphylococcus aureus+Enterococcus 
1 0.98(1.14) 
spp. 
乳腺 链球 菌 Streptococcus uberis 1 0.98(1.14) 
环境 型 Environmental 22 21.57(25.00) 
变形 菌 属 Proteus spp. 1 0.98(1.14) 
绿 脓 杆 菌 Pseudomonas aeruginosa 2 1.96(2.27) 
hh% SE A Klebsiella spp. 7 6.86(7.95) 
$y, 338 670 
FIFE Bacillus spp. 1 0.98(1.14) 
大 肠 杆 菌 Escherichia coli 8 7.84(9.10) 
乳酸 乳 球菌 Lactococcus lactis 2 1.96(2.27) 
绿色 气球 菌 + 凝固 酶 阴性 的 葡萄 球菌 4erococcus viridans+CNS 1 0.98(1.14) 
机 会 型 Opportunistic 35 34.32(39.77) 
凝固 酶 阴性 葡萄 球菌 CNS 35 34.32(39.77) 
培养 阴性 Culture-negative 14 13.72(15.90) 324 600 
污染 Contaminated 3 2.94(3.41) 492 300 


细 


的 比例 。 


比例 数据 括号 外 为 细菌 数量 


占 总 样品 (n=102) 的 比例 , Fes AA 


菌 数量 占 培养 阳性 样品 (n=88) 


AN H 


1 140 


1 280 


1 260 


1 190 
1 260 


SD 


(%) SERPs sa 


Bacterial proportion data outside the brackets was the proportion of total samples (n=102) , while 
that inside the brackets was the proportion of culture-positive samples (n=88) . 
2.3 牛奶 中 的 不 同 病 原 体 与 体 细胞 分 型 

根据 牛奶 样品 中 检测 到 的 不 同 乳腺 炎 病 原 体 , 分 析 了 不 同 乳 腺 炎 病 原 体 状态 下 的 体 细胞 


分 型 。 将 102 份 牛奶 样品 分 为 3 组 : 无 病原 体 组 、 次 要 病原 体 组 和 主要 病原 体 组 。 在 102 
份 牛奶 样品 中 有 14 个 (13.72% ) 没 有 检测 到 病原 体 , 即 细菌 培养 阴性 ,在 47 个 样品 (46.07%) 


中 分 离 出 主要 病原 体 ( 如 CNS、 金 黄色 葡 球 菌 、 大 肠 杆菌 、 无 乳 链球 菌 )， 而 在 24 个 样品 


(23.53% ) 中 检测 到 次 要 的 病原 体 ( 如 芽孢 杆菌 、 绿 农 芽 孢 杆 菌 、 肺 炎 克 雷 伯 菌 〉。 


由 图 3 可 知 ， 与 主要 病原 体 组 牛奶 样品 (31.45%) 相 比 ， 无 病原 体 组 的 牛奶 样品 中 淋 


巴 细胞 比例 59.48%) 极 显著 升 高 (P<0.01) ， 是 健康 乳腺 的 主要 细胞 群体 。 牛 奶 样品 中 


巨 史 细 胞 的 比例 (21.03%) 没有 与 病原 体 状 态 呈 现 显著 相关 性 (P>0.05) 。 主 要 病原 体 纪 


HE 


的 牛奶 样品 中 PMN 比例 (48.93% ) 极 显著 高 于 无 病原 体 组 〈17.23% ) (P<0.01) ， 显 著 


高 于 次 要 病原 体 组 (P<0.05) 。 
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图 3 不 同 病 原 体 状态 下 牛奶 样品 中 体 细胞 分 型 比较 


Fig.3 Comparison of somatic cell types in milk samples under different bacterial states 


虽然 培养 阴性 样品 只 有 13.72%, 但 其 平均 SCC>200 000 个 /mL ( 表 4) ， 因 此 对 细菌 培 


养 阴性 的 14 个 牛奶 样品 进行 进一步 的 体 细胞 分 型 比较 ,根据 SCC 将 其 分 为 3 组 ， 即 培养 阴 


(%) IFEST RA 


性 -H 组 〈 无 病原 体 生长 且 高 SCC, SCC>400 000 个 imL) (4 个 ) 、 培 养 阴 性 -M 组 (无 病 


原 体 生 长 且 中 等 SCC，SCC 100 000~400 000 个 /mL) (5 个 ) 以 及 培养 阴性 -L 组 (无 病原 


体 生 长 且 低 SCC, SCC<100 000 个 /mL) (5 个 )。 


由 图 4 可 知 , 在 培养 阴性 -L 组 中 , 淋巴 细胞 为 优势 细胞 群体 , 比例 显著 高 于 培养 阴性 -M 


组 (P<0.05) ， 极 显著 高 于 培养 阴性 - 玉 组 (P<0.01)〉。 巨 叭 细胞 比例 在 培养 阴性 工 组 和 培 


养 阴性 -H 组 中 分 别 为 53.1% 和 48.72%, 而 培养 阴性 -M 组 显著 低 于 其 他 2 组 (P<0.05)。PMN 


是 培养 阴性 -H 组 和 培养 阴性 -M 组 的 主要 细胞 群体 (72.48%, 61.32%) ， 培 养 阴 性 -L 组 显 


著 或 极 显著 低 于 其 他 2 组 (P<0.05 或 P<0.01) 。 
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培养 阴性 -L 图 培养 明 性 -M E 培养 阴性 -H 


Ds 


4 培养 阴性 牛奶 样品 中 体 细 胞 分 型 比较 


Fig.4 Comparison of somatic cell types in culture-negative milk samples 
24 产 奶 量 及 乳 成 分 分 析 
由 表 5 


z| 


J 知 ， 产 奶 量 为 26.92 kg/d， 变 异性 较 大 ， 变 异 系数 CCV) 为 36.87%。 在 对 乳 


成 分 的 分 析 中 发 现 ， 酷 蛋白 / 乳 和 蛋白 是 变异 性 最 小 的 ，CYV 为 1.60% 。 通 过 RP-HPLC 分 析 确 


定 的 详细 乳 蛋 白 组 分 的 CV 都 在 15.80%~26.20% 波 动 ， 乳 铁 蛋 白 除 外 (CV 为 53.50% ) 。 


R5 产 奶 量 、 乳 成 分 及 乳 蛋 白 成 分 分 析 


Table 5 Analysis of milk production, milk composition and milk protein composition 


项 目 Items 平均 值 Mean 变异 系数 CV/% 最 小 值 Minimum 最 大 值 Maximum 
产 奶 量 Milk yield/ (kg/d) 26.92 36.87 13.30 51.70 
乳 成 分 Milk composition 

乳脂 Milk fat/% 3.84 20.02 2.00 6.58 
乳 和 蛋白 Milk protein/% 3.33 9.86 2.48 4.55 
间 蛋 比 Fat:protein 1.15 18.71 0.52 1.91 
BREE Casein/% 2.84 13.30 2.10 3.80 
酪 蛋白/ 乳 蛋 白 Casein/milk protein/% 85.29 1.60 75.10 81.30 
尿素 Urea/ (mg/kg) 137.70 145.00 105.00 198.00 
乳糖 Lactose/% 4.86 8.01 3.13 5.51 
pH 6.51 1.60 6.27 6.74 
乳 和 蛋白 组 成 Milk protein 

composition/(g/L) 

乳 和 蛋白 Total protein 43.22 15.80 29.52 61.58 
乳 清和 蛋白 Whey protein 7.02 21.70 3.49 10.66 
蛋白 Casein 36.20 16.60 24.18 51.51 
Qsi- 栈 蛋白 asi-casein 12.10 17.00 7.33 17.48 
Qs2- 栈 蛋白 asz-casein 3.60 26.20 1.66 5.97 
B- 酷 蛋白 B-casein 13.51 16.80 8.38 19.07 
Kk- 酷 蛋白 k-casein 4.31 26.20 2.01 6.93 
乳白 蛋白 Lactalbumin 0.97 18.20 0.59 1.45 
乳 球 和 蛋白 Lactoglobulin 5.95 25.10 2.59 9.44 
¥L4k A Lactoferrin 0.10 53.50 0.03 0.24 


2.5 奶牛 乳腺 健康 状况 与 产 奶 量 、 乳 成 分 及 蛋白 组 分 的 关系 
表 6 可知， 与 健康 组 相 比 ， 细 菌 培养 阳性 (传染 型 、 环 境 型 和 机 会 型 病原 体 组 ) 和 培 


养 阴 性 (培养 阴性 - 工 组 、 培 养 阴性 -M 组 、 培 养 了 明 性 -H 组 ) 都 对 产 奶 量 、 乳 成 分 及 乳 和 蛋白 组 
有 不 同 程度 的 影响 。 与 健康 组 相 比 , 细菌 培养 阳性 的 牛奶 样品 中 , 传染 型 病原 体 危 害 最 大 ; 
感染 传染 型 病原 体 的 奶牛 ， 产 奶 量 显 著 下 降 (P<0.05) ， 栈 蛋白 / 乳 和 蛋白 及 乳糖 含量 显著 减 


少 CP<0.05) ; 对 乳 蛋 白 组 分 的 也 造成 了 不 利 影 响 ， 其 中 ， 乳 蛋白 、 栈 蛋白 、asl- 酷 蛋白 及 


B- 酷 蛋白 含量 有 所 下 降 ， 但 差异 不 显著 CP>0.05) 。 环 境 型 病原 体 对 B- 酷 蛋白 含量 的 影响 较 


大 ， 使 其 显著 减少 CP<0.05) 。 
与 健康 组 相 比 ， 在 培养 阴性 (培养 阴性 -L 组 、 培 养 了 明 性 -HH 组、 培养 阴性 -M 组 ) 牛奶 档 
品 中 产 奶 量 略 有 下 降 ， 但 变化 不 显著 (P<0.05) ; 培养 阴性 -了 组、 培养 阴性 M 组 乳糖 含量 


Th 


O 


F 


的 显著 降低 (P<0.05) ， 培 养 阴 性 -H AREALE A SI CP<0.05) ， 培 养 阴 性 -了 H 组 


pH 显著 升 高 (P<0.05) ;对 于 乳 蛋 白 组 分 而 言 ， 培 养 阴性 -H 组 与 培养 阴性 -M 组 中 ， 酪 蛋 
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白 、osl1- 酷 蛋白 及 B- 酷 蛋白 含量 


显著 降低 (P<0.05) 。 
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显著 减少 (P<0.05) ， 培 养 阴性 -H 组 中 ， 乳 蛋白 和 as2- 酪 蛋 


表 6 Hy 


F 乳 腺 健 月 


状况 与 产 奶 量 、 乳 成 分 及 乳 恒 


组 分 的 关系 


Table6 Relationship between breast health status and milk yield, milk composition and protein composition of dairy cows 


培养 阴性 -M 


培养 阴性 -L 
Culture-negative-L 


平均 值 


Mean 


标准 误 


SE 


Culture-negative-M 


培养 阴性 - 世 
Culture-negative-H 


平均 值 


Mean 


标准 误 


SE 


产 奶 量 Milk yield/ (kg/d) 


乳 成 分 Milk composition 
乳脂 Milk fat/% 


乳 和 蛋白 Milk protein/% 


脂 蛋 比 Fat:protein 


MEA Casein/% 
/ 乳 和 蛋白 


尿素 Urea/ (mg/kg) 


Casein/milk protein/% 


L 糖 Lactose/% 


4 


组 成 Milk protein composition/(g/L) 


7L Total protein 


乳 清 蛋白 
HEA Casein 


osl- 酷 蛋白 


Whey protein 


ası-casein 


健康 
Healthy 

平均 ”标准 

值 误 
Mean SE 
21.90* 0.60 
4.35 0.06 
3.61 0.04 
1.23 0.02 
2.84 0.03 
78.90? 0.10 
261.70 14.60 
5.028 0.02 
6.50° 0.01 
44.45* 0.36 
7.00 0.08 
37.467 0.34 
12.45% 0.13 


21.80” 


4.59 
3.64 
1.28 
2.86 
78.6” 
262.10 
4.95% 
6.52 


43.37% 
6.93 
36.81% 


12.20%¢ 


0.90 


0.11 
0.06 
0.04 
0.05 
0.20 
15.80 
0.04 


0.02 


0.73 
0.19 
0.65 


0.24 


平均 值 PER 
Mean SE 
21.60” 0.80 
4.43 0.09 
3.65 0.05 
1.23 0.03 
2.86 0.04 
78.50° 0.20 
262.10 15.10 
4.92? 0.03 
6.51% 0.01 
42.67%¢ 0.56 
6.70 0.14 
35.97% 0.50 
11.98% 0.18 


20.50 


4.35 
3.66 
1.23 
2.85 
77.90° 
252.50 
4.65° 


6.53? 


40.61° 
6.49 
34.12° 


11.36° 


0.90 


0.11 
0.06 
0.04 
0.05 
0.20 
15.70 
0.04 


0.02 


0.72 


0.18 


0.64 


0.24 


传染 型 
Contagious 
平均 ”标准 
fi a 
Mean SE 
20.30° 0.70 
4.25 0.08 
3.67 0.05 
1.18 0.03 
2.88 0.04 
78.48% 0.2 
256.10 15.00 
4.89? 0.03 
6.51% 0.01 
43.50% 0.51 
6.90 0.13 
36.58% 0.46 
12.19% 0.17 


Environmental 
下 均值 F” 
Mean 的 
SE 
20.70 0.80 
4.39 0.09 
3.69 0.06 
1.20 0.03 
2.89 0.04 
78.31% 0.20 
252.90 15.40 
4.86? 0.03 
6.50 0.01 
43.26% 0.59 
6.78 0.15 
36.49% 0.53 
12.15% 0.19 


机 会 型 
Opportunistic 
pm * 
Mean a 

SE 

22.10% 0.90 
4.40 0.11 
3.70 0.07 
1.23 0.04 
2.89 0.04 
78.41% 0.20 
262.40 16.00 
4.89? 0.04 
6.51% 0.02 
43.57% 0.73 
6.97 0.19 
36.62% 0.65 
12.18% 0.24 


asz- RH usz-casein 3133 0.05 3.714 0.11 3.64 0.08 3.25° 0.11 3.62 0.07 3.678 0.09 3.54% 0.11 
B- 栈 蛋白 B-casein 13.59 

14.11* 0.16 13.77” 0.28 13.15% 0.23 12.71° 0.28 13.65% 0.21 13.40% 0.24 0.28 
k- 酷 蛋白 k-casein 4.45 0.05 4.46 0.12 4.33 0.09 4.23 0.12 4.33 0.08 4.37 0.09 4.39 0.12 


乳白 蛋白 Lactalbumin 1.00 0.01 0.97 0.02 0.97 0.02 0.97 0.02 1.00 0.02 0.98 0.02 1.02 0.02 
乳 球 和 蛋白 Lactoglobulin 5.90 0.08 5.87 0.18 5.63 0.14 5.43 0.18 5.81 0.12 5.71 0.15 5.85 0.18 


乳 铁 和 蛋白 Lactoferrin 0.099 0.004 0.089 0.007 0.102 0.006 0.092 0.07 0.092 0.005 0.096 0.006 0.099 0.007 


同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 小 写字 母 表示 差异 不 显著 (P>0.03)， 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<<0.05)。 
Values in the same row with the same or no small letter superscripts mean significant difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference (P< 


0.05). 


奶牛 乳腺 内 感染 CIMI) 的 诊断 一 直 以 来 主 
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要 基于 SCC 和 细菌 学 检查 。 目 前 认为 SCC<100 


000 个 /mL 的 牛奶 样品 是 健康 的 或 处 于 正常 的 生理 学 范围 内 鸣 。 但 近来 有 研究 表明 ， 在 这 些 


到 入 侵 的 病原 体 被 释放 化 学 引诱 物 的 免疫 细胞 识别 ， 从 而 刺激 PMN 的 迁移 09。 体 细胞 分 型 


健康 乳腺 内 也 可 能 已 经 发 生 了 炎症 反应 喇 。 实 际 上 ，SCC 在 炎症 反应 的 初始 阶段 很 低 ， 直 


a 


可 能 是 监测 乳腺 炎症 过 程 的 一 种 更 详细 的 方法 ， 因 为 它 能 够 识别 出 在 炎症 过 程 中 发 生 SCC 


增加 之 前 相对 细胞 群体 的 变化 。 
3.1 牛奶 中 的 SCC 和 体 细 胞 分 型 


E 


本 研究 结果 表明 ， 在 SCC>400 000 个 /mL IY, BA SCC 增加 ，PMN 比例 显著 增加 ， 成 为 


乳腺 内 的 主要 细胞 群体 ， 标 志 着 明显 的 IMI。 


淋巴 细胞 作为 健康 乳腺 内 的 优势 细胞 群体 ， 随 


SCC 增加 而 显著 减少 。 而 巨 哈 细胞 并 未 与 SC 


C 有 显著 相关 性 。 这 一 结果 与 Kester SUH 


结果 一 致 。 而 1 项 细胞 分 型 研究 表明 ,淋巴 


胞 比例 随 SCC 增加 而 显著 下 降 n9。 这 种 不 


NS 


| 胞 在 整个 炎症 过 程 中 的 比例 相当 稳定 ， 而 巨 吹 
同 的 结果 可 能 是 由 于 不 同 的 细胞 分 型 技术 间 的 


差异 造成 。Geary 等 9 通过 研究 技术 因素 对 牛奶 中 体 细胞 分 型 的 影响 ， 结 果 显 示 ， 采 样 瓶 的 


材质 对 细胞 数量 有 明显 影响 , 塑料 材质 的 离心 


管 通过 减少 巨 噬 细 胞 的 数量 显著 影响 了 牛奶 中 


巨 唉 细胞 /淋巴 细胞 ， 原 因 在 于 巨 噬 细 胞 具有 黏附 性 ， 它 可 以 务 附 到 塑料 材质 表面 。 淋 巴 细 


胞 几乎 不 受 采 样 瓶 材质 的 影响 ; 另 一 个 技术 因素 是 牛奶 样品 的 离心 次 数 。 本 试验 所 使 用 的 流 
式 细胞 术 中 牛奶 样品 与 单 克 隆 抗体 的 组 合 需要 4 个 离心 步骤 。 有 研究 表明 ,离心 次 数 显著 影 


响 细 胞 分 型 结果 。 离 心 次 数 越 少 ， 淋 巴 细胞 丢失 越 少 ， 因 为 这 些 细胞 密度 低 ， 巨 噬 细 胞 可 以 


在 乳脂 层 和 离心 牛奶 的 上 清 液 中 发 现 , 因此 巨星 细胞 的 比例 相对 稳定 , 很 少 受到 离心 因素 的 


影响 中。 体 细胞 分 型 可 以 通过 流 式 细 胞 仪 或 光学 显微镜 获得 。Miller 等 1 报道 了 PMN 和 淋 


巴 细 胞 比例 的 鉴定 结果 在 以 上 2 种 方法 之 间 的 相关 性 较 高 , 而 巨 咽 细胞 和 上 皮 细 胞 比例 的 相 


关 性 较 低 。 本 试验 发 现在 健康 乳腺 和 患 病 乳腺 中 巨星 细胞 比例 没有 显著 变化 。Miller 等 ?1 


研究 表明 , 巨 星 细胞 是 健康 乳腺 主要 的 细胞 大 


f 体 。 这 2 种 结果 的 差异 可 通过 对 健康 乳腺 的 不 


同 定义 来 解释 。 本 试验 从 SCC 的 角度 定义 健康 乳腺 ， 而 Miller 等 RJ 基于 将 细菌 学 检查 结果 


为 阴性 的 乳腺 定义 为 健康 乳腺 ， 但 没有 指明 任何 SCC。 另 有 一 些 研究 指出 ， 上 皮 细 胞 是 未 


感染 乳 脲 中 发 现 的 主要 细胞 类 型 P23。Le Roux 


等 93] 研究 指出 ， 鉴 定 巨 哈 细 胞 和 上 皮 细 胞 存在 
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一 定 的 难度 , 原因 可 能 是 上 皮 细胞 是 由 巨 噬 细 胞 吞噬 一 些 不 能 被 消化 的 细菌 或 受到 其 他 抗原 


物质 的 长 期 刺激 转化 而 来 。 因 此 ， 二 者 的 区 分 并 不 明显 ,因而 在 计数 过 程 中 是 有 可 能 将 一 些 
巨 唉 细胞 计数 为 上 皮 细 胞 。 此 外 ,， 由 于 上 皮 细 胞 的 免疫 学 特性 尚 不 清楚 ,因此 本 试验 没有 考 


虑 上 皮 细 胞 的 影响 。 
前 人 关于 奶牛 乳腺 的 研究 几乎 都 集中 在 感染 乳腺 上 。 而 健康 乳腺 内 的 免疫 状态 鲜 有 涉 


及 。 本 试验 研究 结果 表明 , 在 SCC<100 000 个 /mL 范围 内 ， 只 有 在 极 低 SCC (13 000~76 000 


个 /mL) 的 牛奶 样品 中 淋巴 细胞 比例 高 达 59.35%~81.26%， 是 健康 乳腺 内 的 优势 细胞 群体 。 


当 SCC 继续 升 高 ， 达 到 76 000~100 000 个 /mL 时 ，PMN 比例 极 显 著 增 加 ， 达 到 82.68%, 


表明 炎症 已 经 开始 发 生 ， 并 且 低 于 健康 乳腺 的 SCC RIE. Leitner PAWAR, SCC 在 6 


250~25 000 个 /mL IF, PMN 比例 仅 为 17.0%， 而 当 SCC 增加 到 90 000 个 /mL FF, PMN 比 


例 已 升 高 到 54.6%。 和 牛奶 中 高 PMN 比例 被 认为 是 炎症 反应 的 重要 指标 ,同时 ，PMN 也 可 以 


成 功 地 抵御 病原 体 并 预防 乳腺 炎 。 因 而 本 试验 结果 表明 ， 在 SCC<100 000 个 /mL HF, FUER 


内 早期 炎症 过 程 可 能 已 经 出 现 。 可 能 引发 PMN 比例 升 高 的 另 一 个 因素 是 压力 ， 然 而 本 试验 


没有 考虑 压力 的 因素 ， 因 为 整个 采样 过 程 中 , 均 是 奶牛 保持 在 最 佳 条 件 下 ， 并 严格 按照 挤 奶 


标准 流程 ， 因 此 奶牛 没有 明显 的 压力 症状 。Dos Reis 等 23 研 究 指出 ， 体 细胞 分 型 是 用 于 鉴定 


具有 极 低 SCC 的 牛奶 样品 中 炎症 过 程 的 有 效 工具 。 鉴 于 哺乳 期 乳腺 不 断 受 到 压力 以 及 免疫 


系统 的 影响 , 体 细 胞 分 型 的 短期 重复 性 信息 对 于 评估 乳腺 炎 及 炎症 控制 方案 中 的 适用 性 至 关 


重要 。 
3.2 ”奶牛 乳腺 内 病原 体 状 态 和 体 细胞 分 型 
本 试验 细菌 学 检查 结果 显示 ， 在 102 份 牛奶 样品 中 分 离 出 的 机 会 型 病原 体 ， 即 CNS 占 


= 
fe = 
= 

` 
($) 


总 样品 的 34.32%， 其 对 应 样品 的 SCC H 71 850 个 /mL， 这 说 明 在 SCC<100 000 个 /mL FY, 


PMN 比例 的 显著 增加 可 能 是 因为 大 量 CNS 的 存在 ， 并 且 CNS 有 可 能 成 为 引发 早期 乳腺 炎 


症 的 潜在 致 炎 病 原 体 。 传染 型 病原 体 , 特别 是 金黄 色 葡 萄 球菌 的 高 比例 出 现 与 前 人 研究 结果 


一 致 。 这 些 样品 的 平均 SCC 为 824 280 个 /mL,， 说 明 传 染 型 病原 体 相 比 于 其 他 2 类 病原 体 的 


致 病 力 强 ， 且 病原 体 持续 存在 。 约 13.72% 的 培养 样品 为 培养 阴性 ， 然 而 ， 这 些 样品 的 平均 


SCC 为 324 600 个 /mL， 远大 于 100 000 个 /mL。 可 能 的 解释 是 ， 一些 牛 在 采样 时 处 于 愈合 过 


程 中 , 感染 被 自发 消除 。 在 这 种 情况 下 ,即使 炎症 反应 仍然 活跃 , 病原 体 也 会 被 清除 。 Mazal 
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C 


等 RI 研究 表明 ， 由 于 CNS 通常 在 乳头 皮肤 上 发 现 ， 一 些 培养 阳 色 


采集 期 间 的 乳腺 皮肤 污染 导致 的 ， 而 不 是 真正 的 腺 体感 染 。 此 外 , 在 对 这 些 牛 奶 样品 的 细菌 
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学 检查 中 可 能 产生 假 阴性 结果 P71。 部 分 阴性 细菌 学 检查 结果 


落 或 脱落 的 量 低 于 检测 方法 的 最 低 限度 ; 也 有 可 能 是 牛奶 中 抗菌 剂 或 其 他 抑制 剂 的 存在 ; 在 


AND 


的 样品 可 能 是 由 牛奶 样品 


可 能 是 因为 病原 体 的 间歇 性 脱 


体 大 量 减 少 或 停止 生长 可 能 是 阴性 细菌 学 检查 结果 的 另 一 个 原因 P; 此 外 ， 由 于 试 


析 的 牛奶 样品 是 4 个 乳 区 的 复合 牛奶 样品 , 因而 一 定 比 例 的 假 阴 性 结果 可 能 是 由 于 


菌 培养 阴性 乳腺 中 ,大 多 数 细菌 被 吞噬 或 杀 死 ， 或 者 仅 在 宿主 细胞 内 存活 才能 存活 ， 病 原 
验 所 分 


T ERES 


的 稀释 效应 ， 所 以 受 感染 乳 区 的 少数 菌落 无 法 通过 细菌 培养 分 析 来 检测 。 因 此 ， 即 使 没有 细 


养 阴性 样品 根据 SCC 高 低 分 为 3 组 ， 在 高 SCC 的 培养 阴性 检 


中 的 感染 、 炎 症 过 程 和 免疫 反应 的 相互 依赖 关系 的 讨论 C。 
3.3 ”乳腺 状态 与 产 奶 量 、 乳 成 分 及 乳 蛋 白 组 成 的 关系 


本 试验 结果 发 现 , 感染 传染 型 病原 体 可 显著 降低 感染 奶牛 的 产 奶 量 , 而 环境 型 和 机 会 型 


菌 也 存在 炎症 过 程 ， 这 一 点 可 以 通过 增加 的 SCC 和 高 比例 出 现 的 PMN 得 知 。 本 试验 将 培 
# 品 中 ， 炎 症状 态 可 能 处 于 最 高 


KF, 但 病原 体 被 巨 蜂 细胞 吞没 ， 因 此 不 能 被 分 离 鉴 定 出 。 在 其 他 文献 中 也 有 关于 个 体 乳 腺 


病原 体 引起 的 亚 临 床 乳腺 炎 感 染 所 导致 的 产 奶 量 的 损失 并 不 大 。 这 与 Politis 等 BU 研究 结果 
一 致 。 这 可 能 归 因 于 为 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 发 病 机 、 病 原 体 的 持续 存在 以 及 较 低 的 治愈 率 。 与 


健康 乳 区 相 比 ， 金 黄色 葡萄 球菌 诱发 的 感染 乳 区 ， 由 于 蛋白酶 活性 增加 ， 降 低 生物 合成 以 及 


炎症 反应 期 间 血 - 乳 屏障 的 损害 601。 此 外 ， 在 金黄 色 和 葡萄 球菌 诱发 乳腺 炎症 的 牛奶 


1， 发 现 


乳 蛋 白 含量 的 升 高 。 其 原因 可 能 为 炎症 的 发 生 ， 导 致 可 溶性 蛋白 质 从 血液 流入 乳 甩 。Py6rali 


等 53 研究 表明 ， 牛 奶 中 乳脂 、 乳 蛋白 和 酷 蛋 白 含量 不 受 引 起 亚 临 床 IMI 的 病原 体 影响 。 已 


文献 报道 了 低产 奶 量 与 亚 临 床 IMI 之 间 的 关联 是 由 传染 型 病原 体 和 链球 菌 属 引起 


的 。 在 


这 些 研究 中 ,发 现 大 肠 杆菌 引起 的 产 奶 量 大 幅 下降。 然而 ,金黄 色 葡 萄 球菌 和 克 雷 伯 氏 菌 属 


也 会 对 初 产 和 多 产 奶牛 的 产 奶 量 产生 负面 影响 ， 但 CNS 感染 对 牛奶 生产 没有 不 利 影响 B31]。 
Piccinini 等 B3 研 究 指出 , 与 未 感染 奶牛 相 比 , 通过 链球 菌 诱导 IMI 后 观察 到 的 牛奶 中 脂 蛋 比 


无 显著 变化 。 而 Riollet 等 B41 研究 发 现 ， 感 染 和 未 感染 乳 区 的 比较 表明 ， 由 不 同 细菌 
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色 和 葡萄 球菌 、CNS 、 链 球菌 属 和 棒状 杆菌 属 ) 引起 的 IMI, 


物 、 乳 脂 、 乳 蛋白 含量 会 发 生 不 同 程度 的 改变 。 此 外 , 由 于 来 
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其 牛奶 中 总 固形 物 、 非 脂肪 固形 


的 流入 ， 
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葡萄 球菌 、 链 球菌 和 大 肠 杆菌 引 


起 的 临床 乳腺 炎 的 乳 蛋 白 含 量 较 高 。 本 试验 通过 脱脂 乳 的 
RP-HPLC 分 析 对 乳 蛋 白 组 成 的 详细 分 析 发 现 ， 乳 清和 蛋白 含量 不 受 乳 腺 健康 状态 的 影响 ， 但 


oaS1- 酷 蛋白 、aS2- 酷 蛋白 和 B- 栈 蛋白 含量 受到 影响 。 具 有 高 SCC 的 牛奶 的 特征 具有 更 高 的 


蛋白 质 水 解 活性 。 在 乳腺 先天 免疫 反应 感染 期 间 ， 纤 溶 酶 原 系统 的 激活 导致 B- 酷 蛋白 降解 成 


Y- 栈 蛋白 和 蛋白 质 肛 。 因 此 ， 在 本 试验 中 ， 培 养 阴 性 -H 组 中 明显 炎症 状态 可 能 是 高 SCC 牛 
奶 样品 中 酷 蛋 白 的 更 多 酶 分 解 有 关 ， 这 就 解释 了 与 正常 牛奶 相 比 ， 培 养 阴性 - 瑞 组 中 酷 蛋 白 / 


T, 


乳 和 蛋白 降低 了 约 1%。 在 感染 环境 型 病原 体 的 牛奶 样品 中 也 观察 到 显著 降低 的 B- 酷 蛋白 含量 。 


通过 鉴别 乳 免疫 细胞 在 奶牛 乳腺 不 同感 染 阶段 的 比例 在 有 助 于 对 奶牛 乳腺 健康 进行 更 


详细 的 评估 , 但 由 于 检测 技术 的 差异 可 能 会 导致 检测 结果 的 偏差 , 体 细胞 分 型 的 短期 可 重复 


性 是 十 分 重要 的 评判 依据 。 此 外 ,还 应 考虑 重复 采样 以 确定 确切 的 感染 阶段 。 在 今后 的 研究 


中 ,除了 关注 牛奶 中 免疫 细 比 例 的 高 低 变化 外 ， 还 应 更 加 注重 免疫 平衡 这 一 概念 ， 这 对 于 保 
障 奶牛 健康 有 极其 重要 的 意义 。 


44 论 


QD 体 细 胞 分 型 可 用 于 对 奶牛 乳腺 健康 状况 做 出 更 详细 分 析 ， 特 别 是 在 低 SCC 的 牛奶 中 
更 早 地 识别 炎症 起 始 发 生 。 


思 乳 腺 早期 炎症 反应 的 发 生 明 显 低 于 目前 公认 的 健康 乳腺 牛奶 SCC RE (<100 000 个 


/mL) ， 并 且 CNS 可 能 是 诱发 早期 乳腺 炎症 的 潜在 病原 体 。 
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Milk Somatic Cell Classification and Changes in Lactation Performance of Dairy Cows 
under Different Somatic Cell Counts 
WANG Yue! JIANG Linshu!* XIONG Benhai” 

(1. Key Laboratory of Dairy Nutrition in Beijing, College of Animal Science and Technology, 
Beijing Agricultural College, Beijing 102206, China 2. Beijing Institute of Animal Science and 
Veterinary Medicine, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract: The aim of this study was to evaluate lactation performance of dairy cows by studying 
the characteristics of somatic cell classification under different milk Somatic Cell Counts (SCC). 
A total of 102 Holstein dairy cows were selected for milk sample collection and tested for SCC, 
milk production and milk composition. According to the results of SCC test, 102 samples were 
divided into three groups, which were low SCC group (SCC<100 000 cells/mL), medium SCC 
group (SCC was 100 000 to 400 000 cells/mL) and high SCC group (SCC>400 000 cells/mL). 
The proportion of lymphocytes, macrophages and polymorphonuclear neutrophils (PMN) were 
detected by flow cytometry. The total number of bacteria in milk samples was counted by standard 
plate count method, and the bacterial species in milk samples were classified and identified by 
bacterial routine identification method. The results showed as follows: 1) The proportion of 
lymphocytes was 89.43% when SCC was between 13 000 and 76 000 cells/mL in the range of 
SCC<100 000 cells/mL, which was the main cell population in healthy breast. When the SCC 
increased to 76 000 to 100 000 cells/mL, the proportion of PMN significantly increased (P<0.01), 
reached 79.68%, and became the main cell population in the breast, indicating that early 


inflammation has begun to occur. When SCC>200 000 cells/mL, the proportion of PMN was 
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positively correlated with SCC; the proportion of lymphocytes was negatively correlated with 
SCC; there was no significant correlation between the proportion of macrophages and SCC. 2) 
The main pathogens identified were Staphylococcus aureus, coagulase-negative Staphylococcus 
(CNS), Streptococcus agalactiae, etc.; secondary pathogens were Pseudomonas aeruginosa, 
Bacillus, Lactococcus lactis and so on. The proportion of PMN in the milk samples of the major 
pathogens (48.93%) was significantly higher than that of the non-pathogens (17.23%) (P<0.01), 
and was significantly higher than that of the secondary pathogens (P<0.05). 3) Milk yield of cows 
infected with contagious pathogens decreased significantly (P<0.05), and casein/milk protein and 
lactose content decreased significantly (P<0.05); in culture-negative milk samples, casein and 
lactose contents were significantly reduced in medium SCC (10 000to 40 000 cells/mL) and high 
SCC (SCC>40 000 cells/mL) milk samples (P<0.05), and milk protein content was significantly 
reduced in high SCC (SCC>40 000 cells/mL) milk samples (P<0.05). From this, it can be seen 
that somatic cell classification can be used to make a more detailed analysis for mammary gland 
health status of dairy cows, especially early onset of inflammation in low-SCC milk. The 
incidence of early breast inflammation is significantly lower than the currently accepted threshold 
for healthy breast milk (<100 000 cells/mL), and CNS may be a potential pathogen for early breast 
inflammation. In bacterial culture-negative milk samples, inflammation leads to a significant 
decrease in casein/milk protein and lactose content in high SCC milk. 


Key words: dairy cows; somatic cell count; somatic cell classification; breast health 


